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論文内容の要　旨
【目　的】
マウスin Uか0　2－Cellblockの原因を解析する目的で、エネルギー代謝の中心的役割を担って
いる初期胚内のミトコンドリアの挙動・構造ならびに機能について検討した。
【方　法】
過排卵処理を施した4過令のICR系雌マウスからhCG投与後12時間以降60時間後まで、6時間ご
とに初期胚を卵管から回収し実験に供した（UiUo胚）。hCG投与17時間後に末受精卵を回収して媒
精を行い得られた胚を実験に供した（vitro胚）。胚培養はBWW液を用い37℃、5％CO2in airの
条件で行った。各時刻に回収した胚を透過電顕を用いて超微形態上の特徴を解析するとともに、ル
シフェリン・ルシフェラーゼ反応によって初期胚内のATP量を測定した。さらにローダミンン123
で染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いてミトコンドリアの分布の観察を行った。また、5－
Brom0－2’－deoxy－uridine（BrdU）を取り込ませることにより発生停止胚におけるDNA合成の有
無を検討した。
【結　果】
Uかo胚の受精率は約50％で、受精卵の99％が2細胞期で発生が停止し、細胞周期の遅れも認め
られた。超微形態学的に、hCG投与48時間後のUかo胚では20．8％のミトコンドリアが変性しており、
66時間後には82．5％に増加した。また細胞膜microvilliに変性所見が認められた。オスミウム固定
したhCG投与66時間後のuitro胚では98．2％のミトコンドリアのマトリックスのelectricaldensity
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された。細胞内ATR量はUiUo胚では胚発生が進むに従って漸減したが、Uか0胚ではミトコンドリ
アの変性率の増加に伴い漸増し、hCG投与66時間後では同時刻のびわ0胚の3．5倍量に達した。共焦
点レーザー顧微鏡により、UiUo胚、料け0胚ともにミトコンドリアは細胞周期にしたがって胚内を
移動し、発生停止を来す胚においてもミトコンドリアの細胞内移動は障害されていないことが明ら
かとなった。2細胞期崗tro胚ではBrdU陽性細胞が74．8％を占め、超微形態学的にM期の特徴的所
見は認めず、CLMS下でM期直前に特徴的な細胞膜直下のミトコンドリア集合像がhCG投与66時間
後の胚の54．3％に認められ、Uかo胚では主として第二細胞周期S期以降M期直前に発生停止を来し
ていることが示唆された。
【考　察】
本研究より実体顕微鏡下で正常形態をしめしたUiとro胚でも、、超微形態学的には、変性ミトコン
ドリアが時間の経過に従って増加することが明らかとなった。またM期に特徴的な所見を有する胚
は観察されず発生停止はM期前に起こっていることがしめされた。発生停止胚の形態に関しては、
戸倉、ゴダードらによりすでに行われ、Uね0胚と比べて明らかな変性像は認められないとされてい
るが、本研究における結果との基本的な相違は、これまでは胚培養に供した胚のステージが前核期
が用いられたこと、またマウスの系統、培養液などの実験条件、観察時刻などに起因するものと考
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えられた。さらに2細胞期発生停止胚ではATP量の増加が認められた。SpielmannらはマウスUiuo
胚内のATP量は1細胞期から胚盤胞期にかけて発生段階が進むに従って漸減するが、前核期から
培養した胚では漸減傾向は認められないという報告をしているが、本培養系におけるUか0胚でも
hCG投与後66時間にはミトコンドリアの変性所見が著明であるにもかかわらず、ATP量の増加を
認めた。その一因として胚内のATP消費量が減少したことや、ATP産生の同調制御が損なわれた
ことが推察された。マウスびわ0胚におけるミトコンドリアの細胞周期に従った細胞内移動は、エネ
ルギー需要の高い部位にエネルギーを供給するためであると考えられた。CLMS下で認められたミ
トコンドリアの細胞周期依存性の挙動は、Uか0胚においては時間的に遅延するものの基本的にUiUo
胚と同様であった。BrdUの胚内への取り込みの検討により、Uitro胚では主としてS期以降に発生
停止しているものの、S期前に発生停止している胚もあることが推察された。
几UかOの環境は、わも彿0と比べ、酸素分圧が高いことや、多くの哺乳動物種の初期胚培養にお
いて低酸素下培養が高い胚盤胞率をもたらすこと、ミトコンドリアDNAが酸素ラジカルによって
障害を受けやすいことなどが知られており、本研究で観察されたミトコンドリアの障害は、卵管内
では遭遇しない高酸素分圧のもとで過剰に発生した活性酸素によってもたらされたことが、その一
因であると推察されるが、詳細については更なる検討を要し、今後の研究課題と考えている。
【結　論】
マウス初期胚の透過型電子顕微鏡および共焦点レーザー顧微鏡を用いた形態学的観察、ATP量
の測定、BrdU取り込みの検討により、発生停止胚では形態学的にミトコンドリアが変性所見を呈
し、細胞内ATP童の維持機構の障害が示唆され、さらに主として第二細胞周期のS期以降M期直
前に発生が停止していることが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
晴乳動物の胚をin vitroで培養した場合、卵管内とは異なり、種普遍的に胚発生の遅延や停止が
みられる。この原因についてこれまでいろいろと議論されているが、発生停止胚のどの部位にどの
ような障害が生じているのかについてはいまだ解明されていない。本研究は、酸素代謝およびATP
産生の中心であるミトコンドリアに焦点をあてて、マウス初期胚におけるミトコンドリアの挙動・
構造・機能と胚発生停止との関連を解析したものである。
共焦点レーザー顕微鏡および透過型電子顕微鏡による形態学的観察、含有ATPの定量、5－
brom0－2’－deoxy－uridineの取り込みから、Vitro胚ではミトコンドリアが形態学的に障害を受け、
細胞内ATPの維持機構が破綻し、第二細胞周期のS期以降M期直前に発生が停止していることを
明らかにしている。
l
本研究は柁玩roでの初期胚発生の停止の原因を超微形態学とエネルギー代謝の観点から調べた
ものであり、その成果は胚発生における卵管・子宮内環境の役割の解明や、体外受精・胚移植の際
の培養法の開発のための基礎を与えるものである。よって、博士（医学）の学位に値するものと認
める。
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